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Sorbine et peptides derives, elevant l f absorption par 
les muqueuses". 

L 1 invention concerne des polypeptides et des 
peptides derives capables notamment de provoquer un 
accroissement de 1 ' absorption , en particulier de 1'eau, 
des electrolytes et des nutriments, par les muqueuses. 

Elle a plus particulierement pour objet des 
polypeptides de purete elevee et des peptides ayant des 
sequences d*acides amines en commun avec ces polypepti- 
des 

On a deja decrit des fractions biologiques ob- 
tenues, en particulier, a partir de muqueuses intestina- 
les de pore, dotees des proprietes ci-dessus. II s 1 agit 
cependant de compositions dans lesquelles le ou les 
principes actifs sont melanges a de nombreux autres 
constituants susceptibles d'induire des effets secondai- 
res non desires qui les rend peu appropries pour des 
applications therapeutiques . Des polypeptides extraits 
d'intestins de pore ont ete rapportes , mais aucune 
indication n'a ete fournie sur la technique complete 
d'obtention de tels produits f ni sur leur sequence. 

La mise au point d'un procede de purification 
de polypeptides extraits d ' intestins de pore a permis 
aux inventeurs d'isoler un polypeptide correspondant a 
un seul pic en HPLC et dote des activites indiquees plus 
haut. Ce polypeptide sera designe dans la suite de la 
description et dans les revendications par le terme 
sorbine. Des derives de ce polypeptide et des fragments 
peptidiques ont pu etre alors developpes, dotes d 1 acti- 
vites biologiques de grand interet, en particulier pre- 
sentant celles de la sorbine. 

L 1 invention a done pour but de fournir des po- 
lypeptides definis, hautement purifies, utilisables 
comme reactifs et comme principes actifs de medicaments, 
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et leurs anticorps. Elle a egalement pour but. de fournir 
des peptides derives r . c ' est-a-dire correspondant plus 
specialement a une ou plusieurs sequences d 1 acides ami- 
nes de ces polypeptides, dotes d'une activite biologique 
5 donnee. 

L 1 invention vise egalement 1 1 obtention de ces 
polypeptides et de leurs derives selon differentes 
voies, notamment par extraction, par genie genetique ou, 
en particulier pour les peptides, par voie chimique. 

10 L f invention a egalement pour but de mettre a 

Profit: les proprietes biologiques de ces peptides et 
polypeptides dans des compositions pharmaceutiques.' 

Les polypeptides de 1 1 invention sont caracte- 
rises en ce qu'au moins une partie de la sequence 

15 nucleotidique qui les exprime est capable de s'hybrider 
avec au moins une partie du gene de la sorbine de 
sequence (I) suivante en acides amines : 
1 5 10 15 20 25 30 35 40 

>MRAATPLQTVDRPKDTYKTMFKQIHMVHKPDDDTKMYNTP 

20 45 50 55 6 ° 65 70 75 80 

YTYNAGLYNSPYSAQSHPAAKTQTYRPLSKSHSDNGTDAF 

85 90 95 100 105 110 115 120 
KDASSPVPPPHVPPPVPPLRPRDRSSTEKHDRDPPDRKVD 
125 130 135 140 145 150 153 

25 TRKFRSEPRS IFEYEPGKS S ILQHERPVTKPQA- NH2 

De tels polypeptides sont capables, avantageu- 
sement, de provoquer un accroissement de l'eau, des 
electrolytes et des nutriments par les muqueuses, en 
particulier les muqueuses digestives. 

30 Pour illustrer cette sequence et celles don- 

nees ci-apres, on utilise la nomenclature suivante a une 
lettre des acides amines : 

Alanine=ala=A/ arginine=arg=R/ asparagine=asn=N/ acide 
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aspartique=asp=D/ acide glutamique=glu=E/ glutami- 
ne=gln=Q/ glycine=gly=G/ histidine=his=H/ isoleuci- 
ne=ile=I/ leucine=leu=L/ lysine=lys==K/ methionine=met=- 
M/ phenylalanine=phe=F/ proline=pro=P/ serine=ser=S/ 
threonine=thr=T/ trytophane=trp=W/ tyrosine=tyr=Y/ 
valine=val=V/ . 

D'une maniere preferee, 1 ' invention vise des 
polypeptides et peptides derives renfermant au moins une 
partie d'un heptapeptide de sequence (II) : 
P.V.T.K.P.Q.A. - NH 2 

Les polypeptides et peptides selon 1 1 invention 
sont encore caracterises en ce qu'ils renferment au 
moins une partie d'un decapeptide repondant a la sequen- 
ce (III) en acides amines : 

H.E.R.P-V.T.K.P.Q.A - NH 2 . 

Selon une autre caracteristique , les polypep- 
tides et peptides de 1 1 invention comprennent au moins 
une partie de la sequence suivante (IV) de 40 acides 
amines : 

1 5 10 15 20 25 

P.P.D.R.K.V.D.T.R.K.F.R.S.E.P.R.S.I.F.E.Y.E.P.G.K.S.S.I. 

30 35 40 

L.Q.H.E.R.P.V.T.K.P.Q. A-NH 2 

L 1 invention vise, en particulier, un polypep- 
tide ou sorbine qui presente, en plus des caracteris- 
tiques qui precedent, une purete elevee. Ainsi, la 
sorbine est caracterisee par un seul pic en HPLC avec un 
temps de retention de 20 a 22 minutes sur une colonne 
micro-Bondapak C18, Waters (3,9 x 300 mm), avec un debit 
de 1,5 ml /minute, en utilisant un solvant A constitue 
par du methanol a 40 % et de 1' acide trif luoroacetique 
(TFA) a 0,1 % et un solvant B forme de methanol & 80 % 
et de TFA a 0, 1 % r le gradient de B etant de 0 a 75 % en 
30 minutes . 

Dans la colonne de chromatographie ci-dessus, 



20 



25 



30 
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en utilisant le meme systeme de solvant mais. un gradient 
de 0 a 100 % en 20 minutes, la sorbine de 1 ' invention 
correspond au pic obtenu avec un temps de retention de 
15 a 16 minutes . 

5 La sorbine purifiee telle gu'obtenue par HPLC 

comme indique ci-dessus comporte plus specialement 153 
acides amines et repond a la sequence (I) en acides 
amines . Le poids moleculaire de cette chaine peptidique 
est de 17 483. 

10 Divers fragments peptidiques peuvent etre 

obtenus a partir des polypeptides ci-dessus f notamment 
de la sorbine, ces fragments ayant le meme type d 1 acti- 
vity que ces polypeptides a 1 1 egard de 1' absorption par 
les muqueuses intestinales ou des activites biologiques 

-j 5 differentes. 

Des peptides preferes comprennent au moins une 
partie de la sequence (IV). 

D'autres peptides preferes comprennent ou 
correspondent aux hepta et decapeptides repondant aux 
20 sequences (II) et (III) d 1 acides amines indiquees plus 
haut . 

II va de soi qu*il est possible de remplacer 
certains acides amines des sequences I a IV sans modi- 
fier I'activite ou, inversement, en leur conferant, 
25 ^race a ces modifications, un effet oppose comme le 
montre I'un des exemples ci-apres . 

En particulier, les acides amines basiques de 
ces sequences peuvent etre remplaces par d'autres acides 
amines basiques tels que 1'arginine, la lysine et I'his- 
30 tidine - De meme les acides amines a groupements acides 
tels que l^cide aspartique et 1 1 acide glutamique peu- 
vent etre echanges . 

II est egalement possible d'introduire des 
groupes de substitutions sur les acides amines de la 
35 chaine peptidique pour retarder son metabolisme et 
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ameliorer sa duree d ' action. 

L * invention concerne egalement les anticorps 
capables de reconnaitre specif iquement les polypeptides 
et peptides definis ci-dessus. 

L 1 invention vise en outre les sequences 
d'ARN-m correspondant aux polypeptides et peptides 
derives definis ci-dessus. Elle vise en particulier la 
sequence d'ARN-m correspondant a la sequence (I) 
d'acides amines. 

Les fragments d ' ADN capables de coder pour au 
moins une partie des polypeptides et de leurs derives 
definis ci-dessus entrent egalement dans le cadre de 
1 1 invention ainsi que les produits codes, en particulier 
les polypeptides et peptides ayant une activite sur la 
capacite d 1 absorption par les muqueuses . 

Ces sequences nucleotidiques sont egalement 
caracterisees par leur capacite d 1 hybridation avec un 
gene capable d'exprimer au moins une partie de la 
sorbine de sequence (I) . 

L ' invention vise egalement des moyens d ' obten- 
tion de la sorbine et de ses derives selon 1' invention. 

Un procede d 1 obtention comprend la purifica- 
tion par chromatographie liquide et par HPLC de peptides 
extraits d'organes de mammif eres . 

Selon des techniques classiques, ces peptides 
sont extraits par de I'acide acetique, relargues par du 
chlorure de sodium puis purifies par precipitation 
alcoolique. Le precipite de peptides obtenu est soumis, 
conformement au procede de 1' invention, aux etapes 
suivantes : 

purification par chromatographie sur carbo- 
xymethylcellulose (CMC) avec elution par du bicarbonate 
d' ammonium 0,04M, 

recuperation de la fraction active et 
nouvelle chromatographie sur CMC, avec elution par du 
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bicarbonate d ' ammonium 0,03m, 

- recuperation de la fraction active soumise a 
au moins une purification par HPLC (high pressure liquid 
chromatography) avec un solvant A constitue par de l'eau 
5 avec 0,1% d'acide trif luoroacetique et un solvant B 
constitue par de 1 ' acetonitrile contenant 0,1% de TFA. 

Dans un mode de realisation prefere, les puri- 
fications successives par HPLC sont realisees comme 
suit: 

-JO - on utilise une colonne micro-Bondapak C 18 

waters (7,8 x 300 mm) et un gradient du solvant B de 0 a 
20% en 10 minutes puis de 20 a 40 en 40 minutes et un 
debit de 3 ml /minute, on elue le produit actif avec un 
temps de retention de 37 a 39 minutes, 

15 on utilise une colonne micro-Bondapak CN 

Waters (3,9 x 300 mm), avec un debit de 1,5 ml /minute et 
un solvant A constitue par de l'eau et 0,1% de TFA et un 
solvant B comprenant de 1 1 acetonitrile et 0,1% de TFA, 
on ajoute le solvant B en gradient a raison de O a 20% 

2o en 10 minutes, puis 20 a 40% en 40 minutes, on elue la 
fraction active avec un temps de retention de 37 a 41 
minutes , 

on utilise une colonne micro-Bondapak C18, 
Waters (3,9 x 300 mm) avec un debit de 1,5 ml/minute, un 
25 solvant A, forme par du methanol 40% et du TFA 0,1%, un 
solvant B constitue par du methanol 80% et du TFA 0,1%, 
. le gradient de B etant de 0 a 75% en 30 minutes, le 
temps de retention de la sorbine etant de 20 a 22 mi- 
nutes . 

30 Selon une autre voie, les polypeptides et 

leurs derives sont obtenus, conformement a 1" invention, 
par la technique de l'ADN recombinant • 

Ainsi, partant d'une sequence nucleotidique 
codant pour la sorbine (sequence obtenue soit directe- 

35 ment a partir du genome de la sorbine, soit a partir de 
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1 1 ARN-m correspondant, soit par synthese) , on procede a 
la fabrication de cette proteine en ayant recours a des 
techniques maintenant devenues classiques dans le 
domaine du genie genetique. 

L 1 invention vise egalement les moyens inter- 
mediates tels que vecteurs et souches bacteriennes 
utilisables pour 1 1 obtention des polypeptides. 

Selon encore une autre voie, les polypeptides 
et leurs derives, plus specialement les fragments pep- 
tidiques de ces polypeptides , sont prepares par voie de 
synthese . 

On a recours a cet effet aux techniques clas- 
siques, en particulier en phase solide. 

Une methode de ce type particulierement appro- 
priee est constitute par la technique des FMOC amino- 
acides, developpee par Carpino et al dans J.O.C 37 , 3404 
3409 (1972) et Meinhofer dans Int. J. Pept. Pro. Res; 
1978, 11: 246-249. 

Les FMOC aminoacides ( f luorenylinethoxycarbo- 
nyl) sont utilises soit sous forme d* anhydrides (ins- 
tables done prepares extemporanement par activation par 
le dicyclohexylcarbodiimide dans le dichloromethane) , 
soit sous forme d' esters actifs (esters de pentafluoro- 
phenyle (PFP)) via la formation d'une liaison ester avec 
le DMAP ( 4-dimethylaminopyridine) dans le DMF 
(dimethylf ormamide) . 

Le couplage s 1 ef f ectue par circulation en con- 
tinu dans une colonne de resines pendant 25 a 60 minutes 
environ. On utilise avantageusement les resines du com- 
merce constitutes par des composites de Kieselguhr et de 
gel de polyamide polymerise dans les pores de la matrice 
macroporeuse de Kieselguhr, telles que : la resine 
pepsyn KA (qui libere un peptide termine par un 
amino-acide a fonction acide libre par traitement par le 
35 TFA 95%) , la resine pepsyn B (qui conduit a un peptide 
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dont le C terminal est amide, apres clivage par le 
methanol ammoniaque) et la resine pepsyn KH (qui conduit 
a un amino-acide terminal protege apres clivage par le 
TFA 1%). La deprotection du N terminal s'effectue. avec 
20% de piperidine dans le DMF. Les acides amines 
suivants sont ajoutes un par un en presence ou non de 
catalyseur dans le DMF (HOBT , 1 hydroxybenzotriazole) 
puis deprotege avant I 1 addition du suivant. Entre chaque 
etape de couplage et de deprotection, l'exces des reac- 
tifs est elimine par lavage avec le DMF. 

En fin de synthese, le peptide est decroche de 
la resine par le solvant approprie suivant le type de 
resine comme indique plus haut. Les protections des 
groupements lateraux sont elimines par le TFA. Une puri- 
fication par chromatographie liquide haute pression est 
ensuite realisee pour eliminer des peptides incomplets 
ou des peptides incompletement deproteges et obtenir des 
peptides parfaitement caracterises par leur temps de re- 
tention, leur composition en amino-acides et leur se- 
quence. 

Cette technique n'est pas exclusive et ne 
pourra avoir recours a d'autres techniques telles que 
celles decrites ci-dessous , en solution homogene ou en 
phase solide. 

Par exemple, on aura recours a la technique de 
synthese en solution homogene decrite par HOUBENWEYL 
dans 1 ' ouvrage intitule "Methode der organischen Chemie" 
(Methode de la chimie organique) edite par E. Wensch., 
vol, 15-1 et II, THIEME r Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 
successivement deux a deux les aminoacyles successifs 
dans I'ordre requis, ou a condenser des aminoacyles et 
des fragments prealablement formes et contenant deja 
plusieurs residus aminoacyles dans 1 1 ordre approprie, ou 
encore plusieurs fragments prealablement ainsi prepares, 
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etant entendu que 1 ' on aura eu soin de proteger au prea- 
lable toutes les fonctions reactives portees par ces 
aminoacyles ou fragments a 1 1 exception des fonctions 
amine de run et carboxyle de 1* autre ou vice versa, qui 
doivent normalement intervenir dans la formation des 
liaisons peptidiques, notamment apres activation de la 
fonction carboxyle, selon les methodes bien connues dans 
la synthese des peptides. En variante, on pourra avoir 
recours a des reactions de couplage mettant en jeu des 
reactifs de couplage classique, du type carbodiimide , 
tels que par exemple la 1 -ethyl-3- ( 3-dimethyl-aminopro- 
pyl ) -carbodiimide . Lorsque l'aminoacyle mis en oeuvre 
possede une fonction amine supplementaire (cas de la 
lysine par exemple) ou une autre fonction acide (cas par 
exemple de 1 1 acide glutamique) , ces fonctions seront par 
exemple protegees, par des groupes carbobenzoxy ou 
t-butyloxycarbonyle, en ce qui concerne les fonctions 
amine, ou par des groupes t-butylester , en ce qui con- 
cerne les fonctions carboxyliques . II en ira de meme de 
la protection de toute autre fonction reactive. Par 
exemple, lorsque l'un des aminoacyles consideres con- 
tient une fonction SH (par exemple la cysteine) , on 
pourra avoir recours a un groupe acetamidomethyle ou 
paramethoxybenzyle . 

Dans le cas de la synthese progressive, acide 
amine par acide amine, la synthese debute de preference 
par la condensation de 1 * amino-acide-C-terminal avec 
I'aminoacide qui correspond a l'aminoacyle voisin dans 
la sequence desiree et ainsi de suite, de proche en 
proche, jusqu'a 1* acide amine N-terminal . Selon une au- 
tre technique preferee de 1* invention, on a recours a 
celle decrite par R.D. MERRI FIELD dans 1" article inti- 
tule "Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Chem. Soc, 
45, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le 



BNSDOCID: <WO 8906241 A 1 J_> 



WO 89/06241 



PCT/FR88/00016 



10 

procede de MERRI FIELD , on a recours a une resine poly- 
mere tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier 
aminoacide C-terminal de la chaine. Cet aminoacide est; 
fixe sur la resine par 1 1 intermediaire de son groupe 
5 carboxylique et sa fonction amine est protegee, par 
exemple par le groupe t-butyloxycarbonyle . 

Lorsque le premier aminoacide C-terminal est 
ainsi fixe sur la resine, on enleve le groupe protecteur 
de la fonction amine en lavant la resine avec un acide. 

1Q Dans le cas ou le groupe protecteur de la 

fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyle, il 
peut etre elimine par traitement de la resine a 1 1 aide 
d* acide trif luoroacetique . 

On couple ensuite le deuxieme aminoacide qui 

^2 fournit le second aminoacyle de la sequence recherchee, 
a partir du residu aminoacyle C-terminal sur la fonction 
amine deprotegee du premier aminoacide C-terminal fixe 
sur la chaine, De preference, la fonction carboxyle de 
ce deuxieme aminoacide est activee, par exemple par le 

2Q dicyclohexylcarbodiimide, et la fonction amine est pro- 
tegee, par exemple par le t-butyloxycarbonyle. 

On obtient ainsi la premiere partie de la 
chaine peptidique recherchee, qui comporte deux amino- 
acides f et dont la fonction amine terminale est prote- 

2g gee. Comme precedemment , on deprotege la fonction amine 
et on peut ensuite proceder a la fixation du troisieme 
aminoacyle, dans les conditions analogues a celles de 
I 1 addition du deuxieme aminoacide C-terminal. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les 

3Q acides amines, qui vont constituer la chaine peptidique 
sur le groupe amine chaque fois deprotege au prealable 
de la portion de la chaine peptidique deja formee, et 
qui est rattachee a la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique 
desiree est formee, on elimine les groupes protecteurs 
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des differents aminoacides constituant la chaine pepti- 
dique et on detache le peptide de la resine par exemple 
a 1 ' aide d'acide f luorhydrique . 

L' etude des proprietes pharmacologiques des 
5 polypeptides et de leurs derives a mis en evidence leur 
effet avantageux sur 1* absorption notamment de l'eau, 
des electrolytes et des nutriments par les muqueuses, en 
particulier les muqueuses digestives. 

Les travaux effectues ont montre que la sor- 
10 bine est repartie assez largement en quantites reduites 
mais avec une predominence notable au niveau de 1 1 hypo- 
physe, des surrenales, des bronches et du duodenum. 

La presence de la sorbine dans des tissus di- 
vers attribue a ce peptide et a ses fragments, un role 
15 ubiquitaire dans le transport cellulaire des electroly- 
tes, et en particulier du chlore a tous les niveaux et 
en particulier du tractus digestif, des secretions bron- 
chiques et du- systeme nerveux central. Au niveau du sys- 
teme nerveux central, il intervient dans les troubles du 
2o comportement lies en particulier a un desequilibre 
ionique . 

Ces proprietes avantageuses s 1 accompagnent 
d ' une grande innocuite . 

L 1 invention vise done des compositions pharma- 
25 ceutiques renfermant dans leur principe actif une quan- 
tity efficace des polypeptides et de leurs derives tels 
que definis ci-dessus, en association avec un vehicule 
pharmaceutique . 

Les compositions pharmaceutiques sont adminis- 
3Q trables par voie intraveineuse ou par voie buccale. 

Pour 1 ' administration par voie intraveineuse, 
on a recours a des ampoules injectables. Ces prepara- 
tions renferment avantageusement de 10 a 50 picomoles 
par unite de prise, de preference de 20 a 40 picomoles. 

35 
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D ' autres formes d ' administration sont cons- 
tituees par des comprimes, tablettes f gelules f a libe- 
ration intestinale retardee et renferment de 50 a 500 
picomoles de principe actif , de preference de 150 a 250 
picomoles . 

Compte tenu de leurs proprietes sur 1 1 absorp- 
tion, ces compositions sont utilisables notamment pour 

- le traitement des diarrhees infectieuses et 
des toxicoses aigues du nourrison par I'effet benefique 
d'une augmentation de 1' absorption de 1 1 eau et des 
electrolytes , 

- le traitement adjuvant de la reanimation 
parenterale lors de la reinduction de 1 ' alimentation 
enterale, au decours de maladies infectieuses, d'inter- 

15 ventions chirurgicales , en particulier sur la sphere 
digestive, 

le traitement de certaines malabsorptions 
chroniques par augmentation de 1 1 absorption des glucides 
et des aminoacides liee a 1 1 augmentation de 1 1 absorption 
2Q de 1 1 eau et des electrolyses, 

- le traitement de certains troubles electro- 
lytiques et notamment ceux de la mucoviscidose , caracte- 
rises par un trouble de la reabsorption des electrolytes 
au niveau des glandes sudoripares, salivaires, bronchi- 
oc ques, de I'intestin et du pancreas, 

- le traitement des obesites et des surcharges 
hydriques par les derives substitues des polypeptides et 
peptides de 1 1 invention qui suppriment 1 1 absorption de 
l'eau, des electrolytes et des nutriments. 

2Q L 1 invention concerne encore les reactifs bio- 

logiques dont les principes actifs sont constitues par 
la sorbine et ses derives. Ces reactifs biologiques 
peuvent etre utilises comme references ou etalons dans 
des etudes d ! action eventuelles de composes sur 

35 1 1 absorption de l'eau et des electrolytes. 



BNSDOCID: <WO 8906241 A 1 J_> 



WO 89/06241 



PCT/FR88/00016 



10 



15 



13 

D'autres caracteris tiques et avantages de 
1* invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
relatifs a la preparation de sorbine pure et de frag- 
ments peptidiques et a leur activite biologique . 

Exemple 1 : Preparation de sorbine pure par 
extraction a partir d'organes de mammiferes. 

Au cours d'une suite d 1 operations 1) on isole 
tout d'abord, selon des techniques classiques, un pre- 
cipite de peptides sous forme de sels, par extraction a 
partir d'intestins de pore. 

le gateau de sel obtenu est soumis ensuite a 
un processus de purification 2) pour isoler la sorbine. 

1: extraction de peptides a partir d'intestins 
de pore selon la technique decrite par V, MUTT, Clin. 
Endocri. 1976, 5, supp. 175S-183S. 

Des intestins de pore correspondant au 1/3 
superieur de l'intestin, sont preleves a 1 1 abattoir et 
portes a 1' ebullition dans de 1 1 eau puis conserves con- 
geles. lis sont ensuite coupes en morceaux et ils sont 
traites par maceration dans de 1 ■ acide acetique 0,5 M 
pendant 12 heures . Le macerat est filtre, adsorbe sur de 
1' acide alginique, elue par de 1 1 acide chlorhydrique 
(HC1)0,2 M. Les peptides sont precipites de 1 ' eluat par 
du chlorure de sodium a saturation (1 tonne d'intestins 
25 donne 1 kg de precipite) . 

Le precipite est dissous dans de 1 1 eau a rai- 
son de 20 g pour 100 ml. Deux volumes d 1 ethanol a 95% 
sont ajoutes. Le pH de la solution est a juste a 7 f 2 avec 
de la soude (NaOH) par 1 ' intermediaire d'une electrode 
30 en verre et d'un pHmetre. Le precipite qui se forme est 
filtre et ecarte. Un volume d* ethanol a 95%, a la tempe- 
rature de -20 # C, est alors ajoute au filtrat clarifie. 
Le melange est stocke a -20' C pendant 48 heures. Le 
precipite est recueilli par filtration a -20* C. Le pre- 
35 cipite est dissous dans du tampon phosphate 0 f 03 M a 
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pH 6,4 et adsoxbe sur de la carboxymethylcellulose (CMC) 
et elue avec le meme tampon renfermant du chlorure de 
sodium a une concentration de 0,3 M. Le produit est pre- 
cipite de cette solution par du chlorure de sodium a 
saturation. Le rendement de cette etape est de 22,5 g 
pour 1 kg de 1 1 extrait precedent. 

Le produit est alors separe en plusieurs frac- 
tions par chromatographic sur Sephadex G 25 en tampon 
acide acetigue 0,2 M. Le produit est precipite par du 
chlorure de sodium a saturation. La quantite recuperee 
dans la fraction active est environ de 9 g. 

2: etapes de purification: Le gateau de sel 
obtenu a 1 1 etape precedente est dissous dans de 1 1 eau a 
la concentration de 10 g pour 100 ml. Deux volumes d'e- 
thanol a 95% sont ajoutes et le pH est porte a 7,2 a 
l'aide d'une solution renfermant 1 volume de NaOH 1 M et 
2 volumes d'ethanol 95%. Un volume d'ethanol a 95%, 
identique au nouveau volume total obtenu, amene a la 
temperature de -20* C, est ajoute au melange qui est 
place 48 heures a - 20* C. Le precipite est recueilli 
par filtration, puis seche par lavage par 1 ' ethanol pur, 
puis 1' ether et enfin seche sous vide pendant plusieurs 
heures. Son poids est de 5 g environ. Cette etape a per- 
mis de secher le produit et de se debarrasser d'une 
partie du sel . 

Le produit est alors soumis a une chromatogra- 
phic sur carboxymethylcellulose (CMC) apres dissolution 
dans du bicarbonate d* ammonium 0,02 M. II est absorbe 
puis elue par du bicarbonate d f ammonium 0,04 M. La frac- 
tion active ainsi eluee represente 335 mg. 

La fraction obtenue est dissoute a nouveau 
dans du bicarbonate d 1 ammonium 0,03 M et soumise a une 
nouvelle chromatographic sur CMC et 1 1 activite est repe- 
ree dans les fractions eluees entre 25 et 35 fois le 
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volume total de la colonne. Le poids de la fraction ac- 
tive ne represente plus que 19,2 mg environ. 

L'etape suivante est realisee par chromato- 
graphie liquide haute prassion (HPLC) en utilisant un 
solvant A constitue par de 1 1 eau avec 0,1% d'acide tri- 
f luoracetique (TFA) et un solvant B constitue par de 
1 * acetonitrile contenant 0,1% de TFA. Sur une colonne 
micro-Bondapak C18 Waters (7,8 x 300 mm), un gradient du 
solvant B de 0 a 20% en 10 minutes puis de 20 a 40 en 40 
minutes et un debit de 3 ml /minute, le produit actif est 
elue avec un temps de retention de 37 a 39 minutes. 

L'etape suivante consiste en une HPLC, sur co- 
lonne micro-Bondapak CN Waters (3,9 x 300 mm) a un debit 
de 1,5 ml /minute, en utilisant un solvant A constitue 
par de 1 1 eau et O, 1% de TFA et un solvant B comprenant 
de 1 1 acetonitrile et 0,1% de TFA. Le solvant B est 
ajoute en gradient a raison de 0 a 20% en 10 minutes, 
puis de 20 a 40% en 40 minutes . La fraction active est 
eluee avec un temps de retention de 37 a 41 minutes. 

L'etape finale consiste en une HPLC, sur co- 
lonne microbondapak C18, Waters (3,9 x 300 mm) a un de- 
bit 1,5 ml/minute, en utilisantun solvant A : methanol 
40% + TFA 0,1% solvant B : methanol 80% + TFA 0,1%. Le 
gradient de B est de 0 a 75% en 30 minutes. Le temps de 
retention de la sorbine est alors de 20 a 22 minutes. 

Le controle de purete realise sur la meme 
colonne avec le meme systeme de solvant et un gradient 
de 0 a 100% en 20 minutes, montre qu'un seul pic est ob- 
tenu dont le temps de retention est de 15 a 16 minutes. 

On recupere 0,462 mg de sorbine a la fin de la 
purification portant sur une tonne d'intestins. 
a - CARACTERISATION DE LA SORBINE 

La purete de la sorbine a ete mise en evidence 
par 1 1 obtention d*un seul pic en HPLC et une seule bande 
35 en electrophorese sur gel d 1 acrylamide . 
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La composition, en. aminoacides a ete determinee 
apres hydrolyse de la molecule par de 1 1 acide chlorhy- 
drique 6 N et 0,5 % de phenol a 106*C pendant 24 heures 
et le dosage sur un analyseur Beckman. Deux lots ont ete 
5 analyses et les resultats ont ete compares a ceux obte- 
nus par la sequence totale. 

b - COMPOSITION EN AMINO- ACIDES DE LA SORBINE 

La determination a eu lieu sur 2 lots diffe- 

rents appeles I et II. La moyenne M <3es deux lots est 
10 donnee. Cette composition est comparee a celle calculee 

d'apres la sequence (Seq.) Ill donnee ci-dessus. 
Lot I II M Seq 

trp - - - _ 





lys 


13,2 


13,3 


13,3 


13 


15 


his 


6,5 


7,5 


7 


7 




arg 


10,8 


9,8 


10,3 


12 




asp ^ 


18,4 


14,7 


16,6 


13 




asn 








4 


20 


thr 


12,3 


11 


11,7 


13 




ser 


15 


13,2 


14, 1 


14 




glu ^ 








5 






12 


12,3 


12,2 


* 




gin 








6 


25 


pro 


20,9 


24,6 


22,8 


23 




gly 


4 


4,2 


4,1 


3 




ala 


9,3 


9,9 


9,6 


9 




val 


6,9 


7,1 


7 


7 




met 


3,9 


4,1 


4 


4 


30 


lie 


3 


3 


3 


3 




leu 


5,1 


5,6 


5,5 


5 




tyr 


7,8 


8,6 


8,2 


8 




phe 


4 


4,4 


4,1 


4 




total 






153 
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de dansylation classique n'a pas permis de mettre en 
evidence de groupe terminal, ce qui indique que le grou- 
pe terminal est bloque par un groupement soit N-acetyle, 
soit N-formyle ou par un groupement moins classiquement 
rencontre. Par contre, la presence de motifs epsilon- 
lysine et de motifs o-tyrosine dans la molecule indique 
que la reaction s ' est deroulee convenablement puisque 
ces deux aminoacides prennent la dansylation a leur 
groupement NH 2 ou OH libres et non en position termi- 
nale . 

C - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DE LA SORBINE PURE: 

La determination de la structure de la sorbine 
a ete realisee a 1 1 aide de sequenceurs Applied et 
Beckman sur la molecule prealablement scindee par 3 pro- 
cedes differents, puisque la sequence directe est impos- 
sible du fait du bloquage du N terminal par un radical. 

L 1 action du bromure de cyanogene a coupe la 
molecule au niveau des residus methionine (M ou MET). 5 
fragments ont ete sequences . 

La GLU-PROTEASE a permis de couper la molecule 
apres les residus Lysine ou Arginine: 30 fragments ont 
ete sequences . 

Le chevauchement des differentes sequences 
obtenus pour chacun des fragments a permis de reconsti- 
tuer la molecule entiere de sorbine. 

Exemple 2 : Procede d'obtention d'un fragment 
peptidique de 40 acides amines selon 1' invention. 

Le fragment peptidique contenant les 40 der- 
niers amino-acides et qui renf erme 1 1 activite de la 
molecule entiere sur 1' absorption d 1 eau et des electro- 
lytes a pu etre obtenu par clivage non specifique par 
l'acide formique 70% apres 72 heures de sejour a la 
temperature du laboratoire et etre produit de fagon non 
specifique par clivage par le bromure de cyanogene. La 
coupure par le bromure de cyanogene est realisee comme 
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suit: on utilise un flacon en forme de poire de 100 ml, 
muni d'un rodage s ' adaptant sur un rotavapor (ballon 
muni d'un refrigerant sur lequel on applique le vide). 
Quand 1 * echantillon a ete reparti sur toute la paroi, 
puis seche completement , on ouvre le systeme et on 
ajoute 700 ul d' acide formique, 300 ul d l eau et 0,2 g de 
bromure de cyanogene. On agite et on laisse en contact 
pendant 24 heures a la temperature ordinaire. Le lende- 
main, 1 ' echantillon est seche comme auparavant a 1 1 aide 
du rotavapor. Lorsque 1 1 echantillon est sec on reprend 
par 0,5 ml d 1 acide formique, 0 r 5 ml d'eau et on seche de 
nouveau. Les produits coupes par le bromure de cyanogene 
sont ensuite separes par HPLC sur une colonne micro 
Bondapk C18 waters avec un gradient comprenant les 
solvants A et B rapportes ci-dessus. 

Avec un gradient du solvant B de O a 40% en 40 
minutes, le peptide actif a ete separe au temps de re- 
tention de 38 a 40 minutes, et comprend suivant les te- 
neurs indiquees les acides amines ci-apres : 
2q " lysine 0,61 nanomoles , 

- histidine 0,18, 

- arginine 0,72, 

- acide aspartique 0,36, 

- serine 0,72, 

25 ~ acide glutamique 0,92, 

- proline 0,95, 

- valine 0,32, 

- isoleucine 0,18, 

- leucine 0,20, 
3Q - tyrosine 0,25, 

- phenylalanine 0,29. 

Exerople 3 : Procede detention de la sorbine 

par genie genetique . 

La sequence nucleotidique codant pour la 
35 sorbine est inseree en phase au milieu de la sequence 
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nucleotidique (et en tout cas derriere 1 1 ATG d 1 initia- 
tion) d'un gene clone avec son promoteur (ou auquel on 
adjoint en amont, un promoteur etranger) . L 1 utilisation 
d'adaptateurs ("linkers"), permet d 1 envisager 1' utili- 
sation de plusieurs types de vecteurs d' expression 
differents selon le promoteur considere : par exemple 

a) des promoteurs bacteriens 

C'est notamment le cas des plasnvides contenant 
la region promoteur-operateur de 1 ' operon lactose d'E. 
Coli (operon lac), suivie de la partie 5' du gene de la 
p-galactosidase. Ces vecteurs, du type pPC (CHARNAY et 
al, Nucleic Acid Research 1978, tome V, pp. 4479-4494) 
permettent 1' insertion du fragment codant pour la sor- 
bine au site EcoRI situe a 21 nucleotides derriere 1 1 ATG 
d' initiation de la 0-galactosidase . La proteine exprimee 
comporte alors pour 1 ' extremite N-terminale les sept (ou 
huit) premiers acides amines de la p-galactosidase 
bacterienne, suivis des acides amines de la sorbine. 

b) des promoteurs de phage 

II s'agit notamment de plasmides contenant la 
region promoteur-operateur de 1 1 operon de gauche (P L > ou 
de 1' operon de droite (P R ) du phage X. Ces vecteurs, 
respectivement du type pKC30 (ROSENBERG, Nature 1981, 
Vol. 292, p. 128) ou pRL447 ( Z ABE AD ; derive de pRC5 et 
de pLG400, ce dernier etant deer it dans Cell, 1980, Vol. 
20, pp. 543-553) permettant d'effectuer 1 1 insertion du 
fragment codant pour la sorbine au sein des sequences 
nucleotidiques codant respectivement pour 1 1 extremite N 
terminale du produit du gene N ou pour celle du produit 
du gene cro . 

Ces systemes de vecteurs sont propages a 30 # C 
dans des bacteries lysogenisees par un phage X a 
represseur thermosensible (cl 857) ou en presence de 
plasmides porteurs du meme gene (cl 857) codant pour un 
represseur thermosensible. lis demeurent inactifs, du 
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fait du represseur, tant que la culture est maintenue a 
30-C. Le transfert de la culture a 42 *c est suivi de 
1' activation des promoteurs de X(P L ou P R ) portes par le 
plasmide recombinant, du fait de 1 ■ inactivation du 
5 represseur du gene cl 857. 

c) des promoteurs viraux 

On utilise par exemple le virus SV40 comme 
vecteur. Dans ce cas , on utilise le promoteur viral 
tardif et le fragment codant pour la sorbine est insere 

10 a la place de tout ou partie de la region codant pour 
les proteines tardives de SV40. On construit ainsi des 
ADN de SV40 substitues dans lesquels les sequences 
codant pour les proteines de capside de ce virus sont 
remplacees par la sequence codant pour la sorbine dans 

15 des conditions placant cette sequence sous le controle 
desdits promoteurs . 

Les vecteurs recombinants obtenus peuvent 
alors etre utilises pour la transformation de cellules 
de mammiferes, par exemple des cellules CHO, dont les 

20 Polymerases reconnaissent les promoteurs de SV40, et ce 
dans des conditions permettant 1* expression de la 
sequence codant pour la sorbine. Celle-ci peut ensuite 
etre isolee a partir d'extraits de cellules 
transformees, par exemple par mise en contact d'une 

25 solution de ces extraits avec des anticorps anti-sorbine 
immobilises sur un support insoluble et par recuperation 
de la sorbine a partir du complexe sorbine-antisorbine 
retenu sur le support. 

d) des promoteurs de virus animaux portes par 
30 des plasmides bacteriens 

Des plasmides utilisables portent les promo- 
teurs du gene de la thymidine-kinase du virus de 
1- herpes (pAGO) , du gene de 1 ' antigene HBS du virus de 
l'hepatite B (pAC-2 ou pAC-14) ou des genes precoces ou 
35 tardif s de 1 • adenovirus 2, etc. L' insertion du fragment 
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codant pour la sorbine derriere 1 1 ATG du gene viral clo- 
ne avec son promoteur permet d 1 en assurer 1' expression 
dans la cellule animale (apres transf ection , micro- 
injection ou fusion cellules-protoplastes) f ou in vitro, 
la transcription par un extrait de cellules animales 
{cellules HeLa) , ce qui conduit a la synthese de 1 ' ARN 
messager correspondant . 

Exemole 4 : Etude de 1 ' activite biologique 
a) Action de la sorbine et des peptides de 
synthese C terminaux sur les mouvements d 1 eau et des 
electrolytes duodenaux 

Chez le rat prive d* aliment depuis 45 heures 
mais recevant de 1 1 eau a volonte, une anesthesie est 
assuree par le pentobarbital sodique, un catheter est 
place sur une jugulaire, trois anses duodenale, jejunale 
et ileale sont constitutes entre deux ligatures. Un ml 
de solution test contenant 70 mM de NaCl , 5,2 mM de KC1 , 
1,2 nM de CaCl 2# 10 mM de CO-jNa ET 136 mM de mannitol 

est instille dans chaque anse, le PEG 4000 marque au H 

22 

est utilise comme marqueur non absorbable, le Na ou le 
36 C1 comme marqueurs des flux bidirectionnels de sodium 
ou de chlore. La sorbine ou les peptides de synthese 
sont administres par voie veineuse dans du NaCl a 0,9%, 
a un debit de 3 ml/h. Apres une heure de contact, le 
liquide restant dans la lumiere de I'anse est collecte, 
le volume et les concentrations de Na, Ca, K, CI et HCO^ 
ainsi que la radioactivite liee au tritium, au chlore ou 
au sodium sont mesures - 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le 

tableau suivant : 



35 



BNSDOCID; <WO 8906241 A 1_l_> 



WO 89/06241 



PCT/FR88/00016 





DOSE pmol/lOOg 


Eau ml 


CI peq 


Na peq 


TEMOINS 


0 


0 

±0, 04 


0 

±5, 5 


0 

±6, 6 


HEPTAPEPTIDE 


50 


-0,20 
±0,07 


-36,1 
±10,3 


-30,7 
±10,0 


HEPTAPEPTIDE 
AMIDE 


50 


-0,19 
±0,04 


-37,2 
±3,8 


-32,6 
±5,4 


DECAPEPTIDE 
AMIDE 


12 . 5 


-0. 34 * * 

±0,04 


-43 . 1 * * 
±5,2 


-48 , 5* * 

±6)3 


ICOSAPEPTIDE 
AMIDE 


50 


-0,22'* 
±0,05 


-32,7* • 

±7,5 


-34, 2" 
±7,1 


DECAPEPTIDE— 
GLYCOCOLLE 


SO 
50 


+0,04 
±0,19 


+8,3 
±34,8 


+ 16,6 
±34,0 


SORBINE 


25 


-0,29* 
±0,01 


-51,6- 
±11,5 


-42,7 
±12 ; 9 


ANGIOTENSINE II 


64 


-0,29" 
±0,08 


-42,8* 
±10,2 


-43, 8« 
±11,5 


METENKEPHALIN- 
AMIDE 


8000 


-0,31* 
±0,05 


-43, 0' 
±6,7 


-49,7* 
±6,7 



30 

L' absorption est indiquee par un signe (-), la 
secretion par un signe ( + ) . les resultats concernent des 
groupes de 8 animaux ou plus 
M ± SEM * P<0.05 ## P<0.01 
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L'examen des resultats donnes dans le tableau 
montre que la sorbine et les peptides de synthese aug- 
mentent 1' absorption des electrolytes et de 1 1 eau dans 
le duodenum et le jejunum de rat. On constate que 
l'efficacite au niveau du duodenum des differents pep- 
tides obtenus est equivalente a celle de doses 4 fois 
superieures d ' angiotensine II , et 500 fois superieures 
de metenkephalinamide, peptides de reference. 

D'une maniere avantageuse, la sorbine et ses 
peptides terminaux n ' entrainent pas d ' augmentation de la 
tension arterielle mesuree par catheterisme de la caro- 
tide, a la difference de 1 1 angiotensine II. La sorbine 
et ses peptides C terminaux n 1 entrainent pas d ' inhibi- 
tion de la contraction intestinale stimulee electrique- 
ment f a la difference de la metenkephalinamide . On cons- 
tate que le decapeptide, possedant un acide amine sup- 
plementaire en position C-terminal, a savoir un motif 
glycocolle, en particulier, dont le radical amide est 
remplace par le glycocolle possede un effet antagoniste 
de la sorbine et des peptides C terminaux en induisant 
une secretion au lieu d'une absorption. 

B - Action sur la vesicule bili aire isolee 

La vesicule biliaire de cobaye a ete prelevee 
des la mort des animaux par rupture cervicale. La vesi- 
cule a 6te remplie de solution de KREBS et placee dans 
un bain a base de solution de KREBS et alimente en bul- 
les d'un melange oxygene 95%, gaz carbonique 5%. L ' ab- 
sorption a ete determinee par la courbe ponderale des 
vesicules pesees toutes les 5 minutes quand la sorbine 
est ajoutee a la solution de KREBS . Une acceleration de 
la perte de poids par rapport a la periode temoin repre- 
sents une augmentation de l 1 absorption qui se traduit 
par une diminution du rapport perte de poids horaire te- 
moin sur perte de poids horaire sous traitement. 
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REPARTITION DE LA SORBINE NATORELLE CHEZ L ' HOMME ET LE 
PORC 

La sorbine et les fragments de synthese depuis 
de 1 ' heptapeptide a 1 ' icosapep-tide ont ete injectes a 
5 des lapins plusieurs fois jusqu'a 1 ' obtention d' anti- 
corps specif iques . Un dosage radioimmunologique a pu 
etre emis au point et a permis de mesurer dans les tis- 
sus la quantite de sorbine. Celle-ci est repartie assez 
largement en quantites reduites mais avec une predomi- 
1G nence notable au niveau de l'hypophyse, des surrenales, 
des bronches et du duodenum. 
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REVEND I CAT IONS 

1 . Polypeptides et peptides derives capables 
notamment de provoquer un accroissement de 1 1 absorption 
par les muqueuses, caracterises en ce qu 1 au moins une 
partie de la sequence nucleotidique qui les exprime est 
capable de s ' hybrider avec au moins une partie du gene 
de la sorbine de sequence (I) suivante en acides 
amines : 

-I 5 10 15 20 25 30 35 40 

>MRAATPLQTVDRPKDTYKTMFKQIHMVHKPDDDTKMYNTP 

45 50 55 60 65 70 75 80 

YTYNAGLYNSPYSAQSHPAAKTQTYRPLSKSHSDNGTDAF 

85 90 95 100 105 110 115 120 
KDASSPVPPPHVPPPVPPLRPRDRSSTEKHDRDPPDRKVD 

125 130 135 140 145 150 153 
TRKFRSEPRSIFEYEPGKSSILQHERPVTKPQA- NH2 

2. Polypeptides et peptides derives capables 
notamment de provoquer un accroissement de 1 ' absorption 
par les muqueuses, caracterises en ce qu'ils renferment 
au moins une partie d'un heptapeptide de sequence (II) 
suivante : 

P.V.T.K.P.Q-A - NH 2 

3. Polypeptides et peptides derives capables 
notamment de provoquer un accroissement de 1 ' absorption 
par les muqueuses, caracterises en ce qu'ils renferment 
au moins une partie d'un decapeptide repondant a la 
sequence (III) suivante en acides amines : 
H.E.R.P.V.T.K.P.Q.A - NH 2 

4. Polypeptides et peptides derives capables 
notamment de provoquer un accroissement de 1' absorption 
par les muqueuses caracterises en ce qu'ils renferment 
au moins une partie de la sequence (IV) de 40 acides 
amines : 

1 5 10 15 20 25 

P.P.D.R.K.V.D.T.R.K.F.R.S.E.P.R.S.I.F.E.Y.E.P.G.K.S.S.I. 
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30 35 40 

L.Q.H.E.R.P.V.T.K.P.Q.A - NH 2 

5. Sorbine de purete elevee, capable notamment 
de provoquer un accroissement de 1' absorption par les 
5 muqueuses, repondant aux caracteristiques selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, presentant un seul 
pic en HPLC avec un temps de retention de 20 a 22 
minutes sur une colonne micro-Bondapak C18 f Waters (3,9 
x 300 mm), avec un debit de 1,5 ml/minute, en utilisant 
10 un solvant A constitue par un methanol de 40% et de TFA 
a 0,1% et un solvant B forme de methanol de 80% et de 
TFA a 0,1%, le gradient de B etant de 0 a 75% en 30 
minutes . 

S. Sorbine de purete elevee capable notamment 
15 de Provoquer un accroissement de 1' absorption par les 
muqueuses, repondant aux caracteristiques selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, presentant un seul 
pic en HPLC avec un temps de retention de 15 a 16 
minutes sur une colonne micro-Bondapak C18, Waters (3,9 
20 x 300 mm), avec un debit de 1 , 5 ml/minute, en utilisant 
un solvant A constitue par un methanol de 40% et de TFA 
a 0,1% et un solvant B forme de methanol de 80% et de 
TFA a 0,1%, le gradient de B etant de 0 a 100% en 20 
minutes . 

25 7 • Sorbine selon la revendication 5 ou 6 , 

caracterisee en ce qu'elle repond a la sequence (I) 
selon la revendication 1 . 

8. Decapeptide repondant a la sequence (II) 
selon la revendication 2 . 

30 9 - Anticorps capables de reconnaitre specif i- 

quement un polypeptide ou un peptide selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 8. 

10. Sequences d'ARN-m correspondant aux poly- 
peptides et peptides derives selon l'une quelconque des 

35 revendications 1 a 8. 
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11. Fragments d ' ADN capables de coder pour au 
moins une partie des polypeptides et de leurs derives 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterises par leur capacite d ' hybridation avec un 
gene capable d'exprimer au moins une partie de la 
sorbine de sequence (I). 

12. Procede d'obtention de polypeptides selon 
1 ' une quelconque des revendications 1 a 8 , par extrac- 
tion, a partir d'organes de mammif eres , de peptide^ a 
l'aide d'un acide tel que 1 ' acide acetique, relarg>-age 
par un sel tel que le chlorure de sodium, puis purifi- 
cation par precipitation alcoolique, caractefise en ce 
que le precipite est sourois aux etapes suivantes : 

- purification par chromatographic sur carbo- 
xyroethylcellulose (CMC) avec elution par du bicarbonate 

d ' ammonium 0 , 04M , 

- recuperation de la fraction active et nou- 
velle chromatographie sur CMC, avec elution par du 
bicarbonate d ' ammonium 0 , 03M , 

- recuperation de la fraction active soumise a 
au moins a une purification par HPLC avec un solvant A 
constitue par de 1 ' eau avec 0,1% d' acide trif luoroace- 
tique et un solvant B constitue par de 1 ' acetonitrile 

contenant 0,1% de TFA. 

13. Procede selon la revendication 12, carac- 
terise en ce que les purifications successives par HPLC 
sont realisees comme suit : 



30 



35 
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- on utilise une colonne micro-Bondapak C 18 
waters (7,8 x 300 mm) et un gradient du solvant B de 0 a 
20% en 10 minutes puis de 20 a 40 en 40 minutes et un 
debit de 3 ml/minute, on elue le produit actif avec un 

5 temps de. retention de 37 a 39 minutes, 

on utilise une colonne micro-Bondapak CN 
Waters (3,9 x 30O mm), avec un debit de 1,5 ml/minute et 
un solvant A constitue par de I'eau et 0,1% de TFA et un 
solvant B comprenant de 1 1 acetonitrile et 0,1% de TFA, 
10 on ajoute le solvant B en gradient a raison de 0 a 20% 
en 10 minutes, puis 20 a 40% en 40 minutes, on elue la 
fraction active avec un temps de retention de 37 a 41 
minutes , 

- on utilise une colonne micro-Bondapak C18, 
15 Waters (3,9 x 300 mm) avec un debit de 1,5 ml/minute, un 

solvant A, forme par du methanol 40% et du TFA 0,1%, un 
solvant B constitue par du methanol 80% et du TFA 0,1%, 
le gradient de B etant de 0 a 75% en 30 minutes, le 
temps de retention de la sorbine etant de 20 a 22 mi- 

20 

nutes . 

14. Compositions pharmaceutiques , caracteri- 
sees en ce qu'elles renferment une quantite efficace 
d'au moins un polypeptide ou peptide derive selon l'une 
25 quelconque des revendications 1 a 8 . 
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